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Zusammenfassung: Die vorliegende Arbeit beschreibt Versuchsergebnisse, die den Nachweis erbringen, daß auch
Purindesoxyriboside zu den normalen Kataboliten im Humanharn gehören. Bei gesunden Probanden beträgt die
innerhalb 24 Stunden ausgeschiedene Menge etwa 25 % bzw. 41 % der Gesamtdesoxyriboside des Harns. Die Bestim-
mung der Purindesoxyriboside erfolgte als säurelabiler Anteil der Gesamtdesoxyriboside im bakteriologischen Test
mittels Lactobacillus acidophilus R 26.
Occurrence of purine deoxyribosides in urine
Summary: It was shown that purine deoxyribosides are normal constituents of human urine. Healthy probands ex-
crete about 25 g (41 % of the total urinary deoxyribosides) per 24 h. Purine deoxyribosides were determined as the
acid-labile fraction of the total deoxyribosides by the microbiological assay with Lactobacillus acidophilus R 26.
Einleitung
Die Ausscheidung von Desoxyribosiden als Intermediär-
öder Endprodukte des DNA-Abbaus wurde bisher im
wesentlichen unter strahlenbiologischem Aspekt unter-
sucht. 1958 beschrieben Pafizek et al. (1) nach Röntgen-
Bestrahlung von Ratten eine dosisabhängige Erhöhung
der Exkretion jD/scAe-positiver Substanzen, als deren
Hauptkomponente sie Desoxycytidin identifizierten.
Seitdem wurden eine Vielzahl von Arbeiten über die
Ausscheidung von Desoxyribosiden unter physiology
sehen Bedingungen sowie nach Einwirkung ionisierender
Strahlung bei verschiedenen Tierspezies und beim Men-
schen publiziert (Übersichten 1. c. (2^5)). Im Unter-
schied zur Ratte, bei der durch die niedrige Aktivität
an Nücleösid-Anunohydrolase Desoxycytidin das
dominierende Desöxyribosid im Harn ist (zusammen
mit Methyldespxycytidin beträgt der Anteil etwa
90% der Gesamtdesoxyriboside (5)), werden im Human-
harn die drei Pyrimidindesoxyriboside dCyd, dThd und
dUrd in nahezu gleicher Konzentration von je 10—20
Mg/d ausgeschieden (6). Über die Ausscheidung von
PurindesQ3cyribpsiden sind uns keine Veröffentlichungen
bekannt.
Die im Vergleich zu änderen härnpflichtigen Purin-
und PyrimidinmetaboUten sehr geringe Konzentration
der Desoxyriboside führt dazu, daß diese bei den üb-
lichen Fraktionierungsr und Bestimmungsverfahren
nicht erfaßt werden (7-10). Diese Tatsache mag auch
die Hauptursache dafür sein, daß in Lehr- und Hand-
büchern sowie in der einschlägigen Literatur mit Aus-
nahme der strahlenbiologischen Arbeiten nahezu keine
Angaben über Vorkommen, Herkunft und Konzentration
der genannten Verbindungen unter normalen und patho-
logischen Bedingungen zu finden sind.
Bei der Testung einer Methode zur Bestimmung der
Gesamtdesoxyriboside im unfraktionierten Human-
harn mittels Lactobacillus acidophilus R 26, einer
desoxyribosid-abhängigen Mangelrnutante, beobach-
teten wir, daß die erhaltenen Werte teilweise beträcht-
lich von der Summe der einzeln bestimmten Pyrimidin-
desoxyriboside nach dem Verfahren von Gerber et al.
(l 1) oder Blaiek et al. (12) abwichen. Mit Verlusten
bei den Fraktionierungsverfahren allein ließ sich diese
Diskrepanz kaum erklären. Mit größerer Wahrscheinlich-
keit war eine Förderung des Lactobacillus-Wachstums
durch andere desoxyribosidhaltige oder unspezifisch
wirkende Metaboliten anzunehmen. Wir prüften deshalb
die Veränderung der Desoxyribosidkonzentration im
Abkürzungen:
Ges.dN = Gesamtdesoxyriboside dGuo = Desoxyguanosin
dPuo = Purindesoxyriboside dCyd = Desoxycytidin
dPyd = Pyrimidindesoxyribo- dThd = Thymidin
side
dAdo = Desoxyadenosin dUrd = Desoxyuridin
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Harn nach Hydrolyse unter Bedingungen, die zur Spal-
tung der Purindesoxyriboside führen (13). Im Folgenden
beschreiben wir Ergebnisse, die auf das Vorkommen von
Purindesoxyribosiden im Harn hinweisen.
Material und Methoden
Die Untersuchungen wurden — soweit nicht anders angegeben —
mit Harn gesunder Pro banden durchgeführt.
Der unter Toluolabschluß gesammelte 24-Stunden-Harn wurde
im gefrorenen Zustand aufbewahrt. 10 ml Harn wurden nach
dem Aufkochen und Abfiltrieren mit l mol/1 Salzsäure auf
pH = 2,0 eingestellt und mit dest. Wasser auf 11 ml aufgefüllt.
5 ml davon wurden 5 min im siedenden Wasserbad zur Hydro-
lyse der Purindesoxyriboside erhitzt, 5 ml dienten zur Ver-
gleichsbestimmung der Gesamtdesoxyriboside. Beide Proben
wurden vor der Desoxyribosidbestimmung mit l mql/1 KOH
auf pH = 6,5 eingestellt und mit dest. Wasser auf 6 ml aufgefüllt.
Die Desoxyribosidbestimmung erfolgte im bakteriologischen
Test mittels Lactobacillus acidophilus R 26 (l 3) unter Ver-
wendung eines synthetischen Nährmediums (2) in einer eigenen,
zur Direktbestimmung im Harn geeigneten Modifikation (14).
Bei diesem Test zeigen alle natürlichen Desoxyriboside in äqui-
molaren Mengen den gleichen Wachstumseffekt, da durch eine
bakterieneigene Trans-N-Glycosidase (EC 2.4.2.6) aus einem
einzigen Desoxyribosid die anderen zur DNA-Synthese benötig-
ten gebildet werden können (15). 0,1—0,3 ml der Harnproben
wurden mit 0,3 ml Medium nach dem Beimpfen mit Lacto-
bacillus acidophilus 16 Stunden bei 37 °C bebrütet. Das Bak-
terienwachstum wurde als Trübung bei 650 nm photometrisch
gemessen und mit Hilfe einer Standardkurve (Desoxycytidin als
Standardsubstanz) in die entsprechende Desoxyribosid-Kon-
zentration umgerechnet (14).
In einigen Fällen wurde eine papierchromatographische Tren-
nung der einzelnen Desoxyriboside vorgenommen. Unter Ver-
wendung des Papiers Whatman 3 MM (23 X 37 cm) wurde im
absteigenden Verfahren mit folgenden Laufmittelsystemen und
-Zeiten gearbeitet:
I w-Butanol, wassergesättigt, Ammoniakatmosphäre 18h
II sec Butanol, wassergesättigt 16h
III tert Butanol-Methylethylketon-Wasser-Ameisen-
säure (Volumina, 44 ml + 44 ml + 11 ml + 0,26 ml) 6 h
Der Harn wurde nach dem Filtrieren direkt auf das Papier auf-
getragen (10 ml/4 Bogen Papier). Die den mitgelaufenen
Standard-Desoxyribosiden entsprechenden Streifen der 4
Chromatogramme wurden gemeinsam mit Methanol eluiert
und nach Eindampfen zur Trockne die Rückstände in 2-5 ml
dest. Wasser aufgenommen. In dieser Lösung erfolgte die bak-
teriologische Desoxyribosid-Bestimmung direkt oder nach
Hydrolyse der Purindesoxyriboside.
Ergebnisse und Diskussion
Qualitativer und quantitativer Nachweis der
Purindesoxyriboside
Bei allen bisher untersuchten Urinproben konnte nach
Säurehydrolyse (pH 2,0, 5 min, 96 °C) eine deutliche
Abnahme der mit dem Lactobacülus-Test erfaßbaren
Harnbestandteile nachgewiesen werden. Die entspre-
chenden Werte zeigt Tabelle 1.
Wegen der bekannten Säurelabilität der Purindesoxy,
riboside und entsprechend den Angaben von Hoff-
Jjrgensen (13) müßte die Konzentration nach der Hy-
Tab. 1. Desoxyriboside im Harn ausgewählter gesunder Probanden
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drolyse, die 58,8% der Gesamtdesoxyriboside beträgt,
den Pyrimidindesoxyribosiden und der Differenzbetrag
zum Ausgangswert von 41,2% den Purindexoxyribosiden
entsprechen. Für die vorliegenden Untersuchungen
wurden nur Harnproben init einer Desoxyribosidkon-
zentration oberhalb 0,20 mmol/1 ausgewählt, da bei
0,08 mmpl/1 die Nachweisgrenze der verwendeten Direkt-
methode liegt. Deshalb ist der in Tabelle l angegebene
Mittelwert für die Konzentrationen nicht repräsentativ
für ein Normalkollektiv. Da aber im untersuchten Be-
reich (0,2-1,6 mmol/1) der prozentuale Anteil der
Purindesoxyriboside konstant ist, erscheint uns eine
Extrapolation für den gesamten Normalbereich erlaubt.
Die mittlere Konzentration der Gesamtdesoxyriboside
im Harn gesunder Probanden (n = 124) beträgt
0,309 ± 0,171 mmol/1 bzw. 60 Mg/d, woraus bei einem
Anteil von durchschnittlich 41 % für die Purindesoxy-
riboside ein Wert von 0,130 mmol/1 bzw. 25 g/d resul-
tieren würde.
Da es sich beim Ham um ein sehr komplexes Gemisch
Von Stoffwechselprodukten handelt, mußte ausgeschlos-
sen werden, daß die beim Erhitzen im sauren Milieu auf-
tretende Abnahme des Lactobacillus- Wachstums nicht
auf eine anderweitige Reaktion von Pyrimidindesoxy-
riboäden (Komplexbildung oder Zerstörung) oder
den Abbau von Hemmstoffen für den verwendeten Test-
organismus zurückzuführen ist. Deshalb wurden die ver-
schiedenen Desoxyriboside in einer Konzentration von
0,45 / einzeln zu Harn zugesetzt und detLacto-
bacillu&Test vor und nach Hydrolyse durchgeführt. Bei
den Kontrollen (unhydrolysierte Proben) betrug die
Wiederfindung aller zugesetzten Desoxyriboside 90^110%.
Nach Hydrolyse (S min) wurden die drei Pyrimidindes-
oxyriboside innerhalb der oben genannten Streubreite
wiedergefunden, während die zugesetzten Purindesoxy-
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riboside nicht mehr nachweisbar waren. Bei längerem
Erhitzen unter den genannten Bedingungen unterliegt
allerdings auch Desoxycytidin erwartungsgemäß einer
hydrolytischen Spaltung und damit einer Abnahme
seiner Verwertbarkeit durch Lactobacillus. Nach 60 min
Hydrolysezeit betrug die Desoxycytidin-Wiederfmdung
nur noch etwa 25%. Diese Tatsache bietet auch die
Erklärung für den Verlauf der Hydrolysekurven des
Harns, die nach 5 min, d. h. nach völliger Spaltung der
Purindesoxyriboside, nicht in ein Plateau übergehen,








Tab. 2. Rp-Werte der einzelnen Desoxyriboside





























Abb. 1. Abnahme der Desoxyribosidkonzen trat ion bei Säure-
hydrolyse von 2 Harnen (Probanden 7 (o—o) und 8
(x—x) aus Tab. 1).
Identifizierung der Purindesoxyriboside
Wegen der geringen Konzentration der Harndesoxyriboside
ist die völlige Isolierung der einzelnen Komponenten und
ihre Identifizierung mit Hilfe der UV-Spektren kaum mög-
lich. Deshalb wurde im vorliegenden Fall ebenso wie bei
der Charakterisierung der Pyrimidindesoxyriboside des
Harns auf den Vergleich der Wanderuiigsgeschwindigkeiten
bei papierchromatogräphischer Trennung zurückgegriffen.
Für diese Untersuchungen wurden einige Harne mit sehr
hoher Desöxyribosidkonzenträtiön ausgewählt. Da bei
einer Reinigung des Harns mittels Dowex-Säulen, wie sie
von Blazek et al. (12) zur getrennten Erfassung der Pyri-
midindesoxyriboside angewendet wird; Desoxyadenosin
und Desoxyguanosin nicht in einer im Lactobaciilus-Test
nachweisbaren Form wiederzufinden wären, wurde auf
diese Prozedur verzichtet und der Harn direkt auf das
Chromatographiepapier aufgetragen. Die Harnproben
wurden jeweils in 3 verschiedenen Laufmittelsystemen,
einem neutralen, einem alkalischen und einem sauren.,
chromätographiert.
Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die mittleren Rp-
Werte der getesteten Desoxyriboside in den verwendeten
LaufmittelsySternen. Daraus ist ersichtlich, daß beim
Vorliegen eines Gemisches mit keinem System eine
völlige Trennung aller Desoxyriboside zu erreichen ist,
so daß sie meistens paarweise eluiert werden.
Durch Differenzbildungen zwischen den Ergebnissen
der Trennung mit verschiedenen Laufmittelsystemen
sowie der Desoxyribosidbestimmung vor und nach
Hydrolyse konnten Rückschlüsse auf die Lage und
damit auch auf die Art der Purindesoxyriboside gezogen
sowie eine annähernd quantitative Bestimmung der ein-
zelnen im Harn vorkommenden Desoxyriboside durch-
geführt werden.
Bei der qualitativen Beurteilung der Chromatogramme
war in allen Eluaten aus den Zonen, die den Standard-
substanzen Desoxyadenosin und Desoxyguanosin ent-
sprachen, ein Lacto bacillus· Wachstum nachweisbar, das
nach Hydrolyse ganz oder teilweise (je nach Fraktio-
nierungserfolg) verschwand. Desoxyinosin, das als
Desaminierungsprodukt des Desoxyadenosins eventuell
auch im Harn vorkommen könnte, stand uns in Rein-
substanz nicht zur Verfügung. Nach Literaturangaben
(15, 16) ist es mit den verwendeten Laufmittelsystemen
aber auch kaum von Desoxyguanosin abzutrennen.
Die quantitative Verteilung der Desoxyriboside bei 4
unterschiedlichen Harnen zeigt Tabelle 3. Die Angaben
stellen die Mittel aus je 4-10 Werten nach chromato-
graphischer Trennung mit verschiedenen Laufmittel-
systemen dar. Die Harne 15 und 21 stammten von
gesunden Probanden, 103 von einem Patienten mit
Blasentumor vor (A) und nach (B) Bestrahlung. Bei
diesem Patienten fanden wir zusätzlich eine Lacto-
bacillus-positive Fraktion auf der Startlinie, die nur mit
Wasser, nicht aber mit Methanol eluierbar war, und
deren Vorhandensein die vor allem bei 103 B beträcht-
liche Differenz zwischen der Summe der einzelnen Des-
oxyriboside und der im Direktverfahren bestimmten
Gesamtdesoxyriboside erklärt.
Das prozentuale Verhältnis von Purin- zu Pyrimidin-
desoxyribosiden entspricht nach chromatographischer
Trennung und Summierung der Werte der einzelnen
Desoxyriboside dem nach Hydrolyse des unfraktio-
nierten Harns. Zur genaueren Bestimmung des durch-
schnittlichen Anteils der einzelnen Purin- und Pyrimi-
dindesoxyriboside sind noch weitere Versuche erfor-
derlich.
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1,606 0,651 (4,84) (18,48)
im Direktverfahren bestimmte Gesamtdesoxyriboside
Schlußfolgerung
Im menschlichen Urin wird neben den bereits mehrfach
beschriebenen Pyrimidindesoxyribosiden auch ein nicht
unbeträchtlicher Anteil an Purindesoxyribosiden ausge-
schieden. Durch papierchromatographische Fraktionie-
rung konnte mit Sicherheit Desoxyadenosin nachge-
wiesen werden. Eine zweite Fraktion entspricht aufgrund
ihrer RF-Werte Desoxyguanosin und/oder Desoxyinosin.
Ziel dieser Mitteilung soll es zunächst mir sein, auf diese
Tatsache· aufmerksam zu machen. In weiteren Unter-
suchungen wird geprüft, ob sich nach Einwirkung ioni-
sierender Stahlung das quantitative Verhältnis zwischen
purin- und pyrimidinhaltigen Desoxyribosiden verändert.
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